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Ⅰ 研究の成果(1000字 程度)
(図表 も含めて分か りやす く記入の こと)
部位特異的かつその機能を失うことな くタンパク質 を修飾する手法は、細胞 工学等 にお け
る重要なツール とな りうる。化学修飾法では 「ア ミノ酸」特異的であるため真の意味で 「部
位特異的」修飾 は難 しい。そ こで我々はtransglutaminase(MTG)という、GlnとLys
残基の側鎖 を共有結合で架橋化す る酵 素に着
目した。この高い基質特異性 を利用 しタンパク
質 を部 位 特 異 的 に連 結す る こ とが で き る
(Scheme1)。しか しなが ら認識配列はほぼ未
解明であり、いかなる配列 を付加すべきかの情
報は(特 にLysドナーにお いて)皆 無である。
MTGはLys残基 のア ミンに加え第1級 アミンも基質 とする。そ こで我 々はタ ンパク質の
N末 端 のア ミノ基がMTGの 基質 とな るか検討 した。N末 端にGlyを持つEGFPは 、Gln
ドナーを持つDHFRと 架橋化されEGFP-DHFRヘテ ロダイマー を生成 した。N末端がAla
など他の残基では架橋化は起 こらず、この連結反応 はN末 端Gly特異的で ある と示 された。
次 にN末 端 に付加す るGlyの残基数 について検討を行った。Glyが3個以上では架橋化
が効率よ く進行するのに対 し、Glyを1つ付加 したEGFPで はほとんど架橋化が進行 しな
かった。加えてEGFPのN末 端のアミノ酸 をGlyGlyGlyに置換 した変異体で も架橋化 は
ほとん ど進行 しなかった。 これより複数個のGlyに加え適切な リンカー部位が必要である
ことが示唆 された。
これまでMTGを 用 いたタンパク質修飾はいくつか報告例があるが、いずれもタンパ ク質
側 にGlnドナー、修飾する合成分子側 に1級 アミン(Lys)を付加 して行われている。これ
は上述の通 りMTGの 基質特異性が未解明であるため、タンパク質側 にどのような配列の
Lysドナーを付加すべ きか という情報が無 い事 に由来す る。我々の見出 したN末 端Gly特
異的連結法では、合成分子側にGlnドナーを用いることが可能である。モデル系 としてMTG
を用 いてGly-EGFPをMyc-peptideで修飾 した。Anti-Myc抗体で検 出 した ところ、
Gly-EGFPが効率よくラベルされることが示 された。我々の開発 したN末 端Gly特異的連
結法は、末端Glyの調製がたやす いこと、Glyを数個付加するだけでよいこと、Glnドナー
を持つ合成分子 とタ ンパク質 との修飾が可能であること、といった特徴 を持つ。MTGを 用
いたタンパク質修飾 を拡張 し汎用性 を高め ることが出来た といえる。
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